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研究成果の概要：カビや酵母などの真菌は、醸造・発酵産業に利用され我々の生活に利益をも
たらすとともに、動植物の病原菌として厄介な存在でもある。本研究では、真菌の生命の維持
に必要なエネルギー代謝に注目し、これを解明することによって、真菌の生育（繁殖）の制御
に関する知見を得ることを試みている。また、得られた知見を他の生物のそれと比較・検証す
ることにより、真菌のエネルギー獲得機構のなりたちと分子進化を考察することを目指した。 
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者らの研究などから、真菌（カビ）
などの真核生物があたかも原核生物（細菌）
のように、多様な無機・有機物を最終的な酸
化剤として発酵や呼吸をすることが明らかと
なってきた。1996年に本邦の研究グループに
より、カビFusarium oxysporumが硝酸呼吸（脱
窒）を行い嫌気的条件下で生育することが、
真核生物としては初めて報告された。これま
でに、真核生物が酸素呼吸に依存せずに生育
できること、真核生物の嫌気的エネルギー獲
得機構が多様性をもつこと、カビが低酸素条
件下への適応機構をもつことが明らかとなっ
た。この成果は、真核生物のエネルギー代謝
の多様性を示す例として科学的意義が高い。
一方、一連の研究がなされる以前には、これ
らの嫌気的なエネルギー獲得機構は原核生物
固有のものであり、進化的に古い代謝である
と考えられていた。最も下等な真核生物の一
つであるカビがこのような嫌気代謝を行うこ
とは、原核生物から真核生物に到る過程での
エネルギー獲得機構の進化に対する知見を知
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る上でも重要である。 
  
２．研究の目的 
本研究の目的は、(1)カビの多様な嫌気代謝
系（硝酸呼吸、アンモニア発酵、異化的硫黄
還元）の未同定の構成成分を明らかとするこ
と、(2)これらの代謝系の相互関係、発現制御
機構を多面的に解析し、カビの嫌気的エネル
ギー代謝の「なりたち」を明らかにすること
である。また、それにより、(3)原核生物から
高等真核生物に至る「エネルギー獲得機構の
変遷・分子進化」を考察することである。 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) 使用菌株、培養 
 一連の研究には、Fusarium ozysporum 
JCM11502または、Aspergillus nidulans 
(Fungal Genetic Stock Center, Kansas 
University由来の各種変異株)を用いた。嫌
気培養を行う際は、培養に用いるフラスコの
気相と液相の空気を窒素ガスに置換しゴム
栓により密閉した。培養の詳細は、発表論文
を参照されたい。 
 
(2) 遺伝子破壊株の作製 
 遺伝子を導入する宿主細胞の染色体の目
的遺伝子の上流および下流と相同組換えを
起こさせるようにデザインした DNA断片を宿
主細胞に導入した。得られた形質転換体の中
から、相同組換えが起きた株を選抜すること
により、遺伝子破壊株を得た。形質転換体の
選抜に用いるマーカー遺伝子には、ハイグロ
マイシン耐性化遺伝子（F. oxysporumの場合）
および argB、pyrG遺伝子（A. nidulansの場
合）を用いた。 
 
(3) プロテオミクス 
 A. nidulansの無細胞抽出液を二次元電気
泳動に供した。各たんぱく質に相当するスポ
ットをゲルから回収し、トリプシンで消化後、
MALDI-TOF質量分析計を用いて、ペプチドマ
スフィンガープリントを得た。これを A. 
nidulansのたんぱく質のアミノ酸配列と比
較することにより、たんぱく質を同定した。 
 
(4) 生体成分の分析  
 各種の生体成分の分析には、高速液体クロ
マトグラフィー、ガスクロマトグラフィー質
量分析計、比色分析を用いた。詳細は、発表
論文を参照されたい。 
 
４．研究成果 
(1) Aspergillus nidulansの低酸素応答に関する
プロテオミクス解析 
糸状菌 Fusarium oxysporum は低酸素条件
下にさらされると酸素の代わりに硝酸を利
用して呼吸する（硝酸呼吸）ことが明らかと
なっている。さらに嫌気的な環境下では、F. 
oxysporum および Aspergillus nidulansは硝酸
呼吸をせずに、細胞質における酸化的リン酸
化に伴い硝酸をアンモニアへと変換するこ
とによりエネルギーを獲得すること（アンモ
ニア発酵）が見出されている。これらの知見
から、カビは低酸素条件に応答してエネルギ
ー代謝を変化させるユニークな機構を有し
ていることが示唆された。一方、A. nidulans 
の全ゲノム塩基配列中には少なくとも約
10,000の遺伝子が存在すると予測されており、
細胞内の様々な代謝において、これらが複雑
な機能ネットワーク構造を形成することが
予想される。 
そこで、本研究では、低酸素条件下におけ
るカビの嫌気代謝機構を明らかにするため
に、プロテオミクスの手法を用いて低酸素
（アンモニア発酵）条件下におけるタンパク
質の発現挙動の変化を経時的に追跡した（図
１）。その結果、嫌気条件下において、ペン
トースリン酸回路、グルタミン酸、脂肪酸、
チアミン、ヌクレオチドおよび含硫アミノ酸
の代謝経路の構成酵素をはじめとした種々
のタンパク質の発現量が増加することが明
らかとなった。特に、チアミンおよびヌクレ
オチド代謝とペントースリン酸回路の間の
クロストークが、アンモニア発酵条件下にお
いて重要な役割を果たしていると考えられ
た。 
 
図１ A. nidulansのプロテオーム地図 
 
(2) Aspergillus nidulansのグルタチオン還元酵
素と酸化ストレス応答：グルタチオン還元酵
素（GR）は酸化型グルタチオンを NADPH依
存的に還元型グルタチオン（GSH）へと変換
  
することによって、酸化ストレス耐性や細胞
内のレドックスバランスの維持に寄与する
重要な酵素である（図２）。本研究では、糸
状菌 Aspergillus nidulansの GRの機能を解明
することを試みた。A. nidulansの GR遺伝子
破壊株（dGR株）では野生型株と比べて、菌
体内の酸化型グルタチオン含量、スーパーオ
キシド含量が増加し、また、呼吸活性が低下
した。また、GR 遺伝子の発現量は種々の酸
化ストレス誘引剤の存在下で、1.5～6倍上昇
した。野生型株と dGR株の菌体内タンパク質
のプロテオーム解析を行ったところ、dGR株
では、チオレドキシン還元酵素、パーオキシ
レドキシン、カタラーゼ、シトクロム cペル
オキシダーゼなどの抗酸化系酵素の発現が
上昇していた。以上の結果から、A. nidulans
の GRは、他の抗酸化系と相互作用し酸化ス
トレス耐性に寄与すると考えられた。また、
dGR 株で発現量が上昇するカビに特異的な
ファミリーに属する新規のグルタチオン-S-
トランスフェラーゼ（GST）を見出した。 
 
 
図２ A. nidulansの GRは細胞質(A)とミトコ
ンドリア (C)に局在化する。B、D は、
Mitotrackerによるミトコンドリアの染色像。 
 
(3) 分岐アミノ酸生合成の低酸素条件下での
役割：嫌気的な環境下において、Aspergillus 
nidulans は、細胞質における酸化的リン酸化
に伴い硝酸をアンモニアへと変換すること
によりエネルギーを獲得すること（アンモニ
ア発酵）が見出されている。このことから、
カビは低酸素条件に応答してエネルギー代
謝を変化させるユニークな機構を有してい
ると考えられた。本研究では、低酸素条件下
における分岐アミノ酸生合成の役割につい
て検討した。菌体および培地中の代謝物を
GC-MSにて測定したところ、好気条件下と比
較して、低酸素条件下では、乳酸および分岐
アミノ酸を含む種々のアミノ酸が培地中に
蓄積していた。また、分岐アミノ酸の生合成
に関与する遺伝子の発現量も増加していた。
一方、分岐アミノ酸の生合成の初発反応に関
わる acetohydroxy acid synthase遺伝子の遺伝
子破壊株では、野生株と比較して、培地中の
乳酸の量は変化していなかったものの、バリ
ン、ロイシン、イソロイシンの量が減少して
いた。低酸素条件下では、酸素呼吸ができず
NAD(P)Hを蓄積することから、バリン、ロイ
シン、イソロイシンの生合成に伴う NAD(P)+
への再酸化は低酸素条件下において重要な
役割を果たすことが考えられた（図３）。 
 
 
図３解明した嫌気的な分岐アミノ酸代謝 
 
 
(4) 糸状菌 Fusarium oxysporumの脱窒反応に
おける niaD 遺伝子の役割：糸状菌の硝酸還
元酵素にはミトコンドリア局在型と細胞質
局在型（NiaD）の 2種が存在する。Fusarium 
oxysporum の脱窒には前者が関与し、後者は
Cylindrocarpon tonkinenseによる脱窒、それら
糸状菌の硝酸同化に関与する。我々は本菌の
niaD 変異株の脱窒能の低下、これに niaD を
導入することによる脱窒能の回復から、niaD
が脱窒に寄与する可能性を見出した。本菌の
脱窒による亜酸化窒素の生成は、培地へ硝酸
に加えてペプトンの添加により初めて観察
された。細胞内の NiaD 活性は、ペプトンの
添加により好気条件下では低下し、嫌気条件
下では上昇した。また、脱窒に必須な一酸化
窒素還元酵素（P450nor）活性も嫌気条件下で
同様の現象が見られた。さらに NiaD、P450nor
両 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に
β-galactosidase（β-gal）遺伝子を連結したレポ
ーター解析では、ペプトン添加時の細胞内
β-gal 活性が嫌気条件下で好気条件下のもの
と比較して数倍上昇し、これらの活性の発現
は転写レベルで調節されていた。また、数種
の炭素源を脱窒基質として用いた条件下の
レポーター解析からも同様の結果が得られ
た。各酵素活性の発現の上昇が脱窒による亜
酸化窒素の生成と相関しており、NiaDが脱窒
に寄与している可能性が示された。 
 
  
(5) ヒドラゾン分解菌の単離とヒドラゾン脱
水素酵素の性質：ヒドラジンやその誘導体は、
燃料、合成樹脂の硬化剤、各種化合物の中間
体などに幅広く利用されており、これらの化
合物に作用する触媒の開発と物質生産への
利用が期待される。一方、これまで、ヒドラ
ジン誘導体を特異的な基質として利用する
酵素はほとんど報告されていない。そこで、
本研究では、ヒドラジン誘導体の一つである
ヒドラゾンを分解する微生物を取得し、得ら
れた微生物のヒドラゾン分解に関わる酵素
の単離・精製およびヒドラゾン分解機構の解
明を試みた。 
一連の研究に用いるヒドラゾン化合物と
して、 adipic acid bis-(ethylidene hydrazide) 
(AEH)を合成した。AEHを唯一の炭素源とし
た培地を用いて、各種の土壌から複数の AEH
資化性菌を単離した。このうち、AEH分解活
性が最も高かったものを選抜し、Candida 
palmioleophila MK883と同定した。各種クロ
マトグラフィーを用いて、本菌の AEH 分解
酵素を精製した。得られた酵素は、NAD+依
存的に AEHを adipic acid hydrazideと酢酸に
変換した。また、本酵素は p-nitrophenyl acetate
の加水分解活性を示した。以上の結果から、
本研究で見出された AEH 分解酵素はヒドラ
ゾンの酸化的な加水分解反応を触媒するユ
ニークなヒドラゾン脱水素・加水分解酵素で
あることが示された（図４）。 
 
図４ ヒドラゾン脱水素酵素の反応機構 
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